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ア ミノ酸添加魚類筋原繊維の水の状態 と温度安定性 との関連性
野 崎 征 宣 ・ 田 端 義 明
Relationship between the States of Water and the Thermal 
Stabilities of Fish Myofibrils in Presence of Amino Acids
Yukinori NOZAKI and Yoshiaki TABATA
 By adding various amino acids of  0.  2  mol/kg to carp myofibrils, the relations between 
the states of water and the thermal stabilities were examined, from the standpoint of the 
amount of bound water obtained from thermal analysis as to the states of water, consider-
ing the rate constant  (kD) for inactivation of myofibrillar  Ca-ATPase as an index of the 
myofibrils in quality. 
 The amount of bound water with the myofibrils in case such acidic amino acids as 
sodium asparaginate and sodium glutamate were added were greater than those in case 
either other or no amino acids were added; and their  lap values were very small showing 
high thermal stabilities. The amount of bound water with the myofibrils in case the 
acidic amino acids of asparagine and glutamine, the basic amino acids of ornithine and 
lysine, and the neutral amino acids (six kinds) such as glycine were added were greater 
than those in the case of no amino acid added; and their  lei) values were smaller than those 
in the case of no amino acids. The amount of bound water with the myofibrils in case 
the basic amino acids of arginine and the neutral amino acids (five kinds) such as leucine 
were added were almost the same as those of no amino acid added, but their  kD values 
were great showing low thermal stabilities. 
 The  above  —  mentioned results suggest that the higher the thermal stabilities of the 
amino acids, the greater are in most cases the amount of bound water; and the struc-
turalization of the water surrounding myofibrillar proteins due to the added amino acids 
is an important factor to suppress the denaturation of the myofibrils upon heating.
魚 肉 タ ンパ ク質 の加 熱 に よる温度 安定 性 に関す る
研 究 は,Connell(1)が,魚 肉 タ ンパ ク質 の温度 に対
す る感受 性 は,魚 類 の棲息 水温 と深 く関 係 してい る
ことを報 告 して以 来,多 くの研 究が 行わ れ て きた。
魚 肉 タ ンパ ク質 の温 度安 定性 は,ア ク トミオ シ ン
(2-6),ミ オシ ン(4,7,8),筋 原繊維(9-11)を
用 い て,主 と してそ のCa-ATPaseの 失活速 度 か
ら調 べ られ てお り,こ れ らの結 果か ら,魚 肉 タ ンパ
ク質 の温 度安 定性 は,魚 類 の棲 息水温 と強 く相 関す
るこ と,ま た,固 有 の安定 度 は,魚 類 に とって先天
的 な性質 で あ る ことな どが 明 らか に され てい る。
一 方
,加 熱 に伴 う魚 肉 タ ンパ ク質 の変性 抑制 物質
の影 響 に関す る研 究 につ いて は,糖 類 で は,ア ク ト
ミオ シ ン(2,3),ミ オ シ ン(12)及 び 筋原繊 維(13一
本報 告で用いた ア ミノ酸 は,次 の略号 を使用す る
 
:  Na  —  Asp, Sodium L—Asparaginate;  Na—Glu, Sodium
L—Glutamate; Asp  (NH  2  ),  L—Asparagine; Glu  (NH  2  ),  L—Glutamine; Orn,  L—Ornithine Hydrochloride; Lys, 
L—Lysine Hydrochloride; Arg, L—Arginine Hydrochloride; Cit, L—Citrulline; His, L—Histidine; Gly, Glycine; Ala, 
L—a  —Alanine; Ser,  L—Serine; Thr,  L—Threonine; Val,  L—Valine; Leu,  L—Leucine;  Ileu,  L—Isoleucine; Phe, 
L—Phenyl alanine; Tyr,  L—Tyrosine; Trp, L—Tryptophan; Pro, L—Proline; Hypro, L—Hydroxyproline; Cys, L—Cys-
teine; Met,  L—Methionine.
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15），アミノ酸類では筋原繊維（14－16），有機酸類
では筋原繊維（15）を用いて，　Ca－ATPase活性
を指標として行われている。それらの結果から，変
性抑制物質の効果の違い並びに共同効果が明らかに
され，近年，変性抑制効果を定量的に表示すること
が提唱されている。また，これらの変性抑制機構は，
変性抑制物質が，魚肉タンパク質を懸濁あるいは溶
解している溶媒（水）の性質，状態を変化させ，そ
の結果として，魚肉タンパク質の変性度合に影響を
及ぼすことに原因していることが推察されている。
上述のことは，魚肉タンパク質と変性抑制物質との
関連についての研究であり，魚肉タンパク質の加熱
変性に対する変性抑性物質の作用機構を，水の状態
の面から行った研究ではないgまた，この観点から
の研究は少なく，アミノ酸についての研究はみられ
ない。
　本研究では，加熱に伴うアミノ酸（23種）添加魚類
筋原繊維中の水の状態を，熱分析による結合水の面
から調べ，魚類筋原繊維の品質（Ca－ATPase活
性を指標）との関連性を検討した。
実　験　方　法
　筋原繊維の調製　筋原繊維（以下，本文中Mfと
略記）の調製は，供試魚にコイ　（Carp，　CyPrinus
carpio）を用い，加藤らの方法（17）に準じた次の方
法で行った。即ち，活魚を即殺して筋肉を採取し，細切
したのち，5倍容のO．　IM　KCI－20mM　Tris－maleate
緩衝液（pH　7．0）で3回撹拝洗浄した。次に3倍
容の同緩衝液を加え泡点式ブレンダーでホモジナイ
ズ（10000rpm，90秒間）を行ったのち，ナイロン
ネット（＃16）を通過させて結締組織を除去した。
次いで20％Triton　X－100溶液を終濃度が1％とな
るように加え，30分間放置後遠心分離（750×g，10分
間）を行った。得られた沈殿を5倍容の同緩衝液を
加えて撹絆したのち，遠心分離（750×g，10分間）
を行った。この操作（撹絆洗浄及び遠心分離）をさ
らに3回繰返した。沈殿を5倍容の冷蒸留水を加え
て携絆洗浄したのち遠心分離（5000×g，10分間）
を行い，さらに過剰の水を除去する目的で遠心分離
（12000×g，20分間）し，得られた沈殿をMf試料
とした。Mfの一般成分は，水分90．4％，粗タンパ
ク質9・1％，粗脂肪O：1％，粗灰分0・4％であった。
　アミノ酸の添加　Mfを乳鉢にとり，　Mfに対し
て0．2mol相当量のアミノ酸（23種）をそれぞれ添
加し，0．01N　NaOHあるいは0．01NNC1でpH　7．0に
調整したのち，冷却しながら5分間混合し杉なお，
アミノ酸無添加のMfを対照とし，同様の処理を行
った。
　筋原繊維の加熱並びに筋原繊維Ca－ATPase活
性の測定　アミノ酸を添加したMflgを試験管に
分取し，種々の温度の恒温槽中に保持し，経時的に
取り出し氷冷して加熱を停止した。次に，この試料
を0．1mM　KCI－20mM　Tris－maleate緩衝液（pH：7．
0）20mlに懸濁させたのち，遠心分離（750＞Sg，・10
分間）を行った。得られた沈殿はテフロン製のPot－
ter型ホモジナイザーでホモジナイズし同じ緩衝液
に懸濁させた。
　MfCa－ATPase活性は，100mM　KC1，5mM　CaCl　2，
25mM　Tris－maleate（pH　7．0），1mM　ATP，　Mfタ
ンパク質0．3～0．4mgを含む溶液組成で反応（25℃）
させたのち，終濃度が5％となるようにトリクnル
酢酸を加えて反応を停止させ，遊離する無機リン酸
量を比色定量（18）して求めた。また，Mfタンパク
質濃度は，牛血清アルブミン（フラクションV）を
標準としてビュレット法（19）によって比色定量して
求めた。なお，用いた牛血清アルブミンの純度は
Kjeldahl法によって補正した。
　筋原繊維Ca－ATPaseの変性速度恒数の算出
　一拳温度におけるMf　Ca　一　ATPaseの失活は，一
次反応式に従うので次式によって変性速度恒数（以
下，leDと略記）を算出した（14）。
　　leD　（S－i）　＝　（ln　C　o　一　ln　C　t）　e　1／t
　ここで，CoとCtは加熱前後におけるCa－AT－
Pase活性の相対値であり，tは加熱時間（秒）である。
　三差熱分析による結合水量の測定　Mf試料（約
10mg）を開放型アルミニウム製セルに詰めて精近し，
A1203を熱的基準物質として，示差走査熱量計（理
学電気製サーモフレックス低温型）を用いて転移熱
量を測定した。蒸留水についても同様に行った。測
定温度範囲は15～150℃，昇温速度は5℃／分であ
る。Mf試料の転移熱量は，サーモグラムの開始点
と終了点を結んで得られる面積を重量法で測定し，
標準試料インジウム（和光純薬製）を基準熱量とし，
その面積との比より求めた。これよりMf試料の結
合水量を算出した。なお，標準試料の基準熱量及び
蒸留水の面積測定は測定ごとに行った。
実　験　結　果
筋原繊維タンパク質の加熱変性に及ぼすアミノ酸
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Fig．　1 ARRHENius　plots　for　the　inactivation　rate　constant　（leD）　of　myofibrillar　Ca－ATPase　in　the　presence　of
amino　acids．
　　Carp　myofibrils・（state　of　surimi，　pH　7．　0）　was　heated　at　various　temperature　in　the　presence　of　various
amino　acids　of　O．／2　mollkg　of　myofibrils　（water　content，　90．　4　SO）60）．　The　heat　treatment　was　stopped　by　cool－
ing　in　ice－water　and　the　loss　of　ATPase　activity　during　heat　treatment　was　measured．　ATPase　assay
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was　carried　out　at　250C　in　a　reaction　medium　containing　100　mM　KCI，　5　mM　CaCl　2，　25mM　Tris－maleate
（pH　7．0）’，　1　mM　ATP　and　O．3－O．4　mgfml　of　protein．　The　rate　constant　（kD）　for　inactivation　of
myofibrillar　Ca－ATPase　was　caluculated　using　the　relation，　leD　＝　（lnCo　一　lnCt）　Vt，　where　C　o　and　C　t
are　the　ATPase　activities　before　and　after　t　second　of　heat　treatment．
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の影響　コイMfに0．2mo1相当量の種々のアミノ
酸（23種）をそれぞれ添加し，種々の温度で加熱し
てMf　Ca　一　ATPaseの失活を経時的に測定して求め
たkDを絶対値の逆数（1／T）に対してプロット
（Arrhenius　plot）した結果を，　Fig．1に示した。こ
の結果を総体的にみると，対照及びアミノ酸を添加
したいずれの系でも16g　leDに対する1／Tの関係は
直線となった（以下，この直線を関係直線と記す）
が，その関係直線の温度に対する位置はアミノ酸の
種類により相違がみられた。即ち，酸性アミノ酸添
加系（Fig．1一（1））の関係直線はいずれも対照よ
り高温側（安定な側）に位置しており，明らかに温
度安定性が高かった。中でも　NarAsp系や
Na－Glu系の関係直線はAsp（NH　2）系やGlu（N
H2）系に比べて高温側に大きく位置しており，温
度安定性が高かった。また，Na－Asp　系と
Na－Glu系を比べると，前者の関係直線の勾配は
やや緩く，しかも低温側に位置した。
　塩基性アミノ酸添加系（Fig．1一（2），（3））につ
いてみると，Orn系とLys系の関係直線は対照よ
り高温側に位置し，温度安定性が高かった。なお，
この両者ではOrn系の温度安定性が高かった。こ
れに対して，Arg系は対照より低温側（不安定な側）
に位置しており，温度安定性は低く，むしろ変性が
促進される結果となった。また，Cit系とHis系の
関係直線は対照とほぼ近似した。
　中性アミノ酸添加系（Fig．1一（4），（5），（6），（7），（8））
についてみると，Gly，　Ala，　Ser，　Thr，　Pro，　Hypro
の各系の関係直線は対照より高温側に位置し，温度
安定性が高いことが示されたが，Val，　Leu，　I　leu，
Phe，　Trpの各系の関係直線は対照よりやや低温側
へ移行しており，温度安定性が低かった。また，
Tyr，　Cys，　Metの各系の関係直線は対照とほぼ近似
した。
　筋原繊維タンパク質中の結合水量に及ぼすアミノ
酸の影響　コイMfに0．2mol相当量の種々のアミ
ノ酸（23種）をそれぞれ添加し，それらのMf試料
を二二熱分析（15～150℃）に供し，得られたサー
モグラムの代表例をFig．2に示した。ピークはす
べて吸熱変化である。この結果をまず蒸留水につい
てみとと，92℃付近に1つのピークを示すサーモグ
ラムが得られた。対照及びアミノ酸添加系では，85
～95℃にかけて大きなピーク（第1ピーク）と105
～110℃にかけて小さなピーク（第2ピーク）の2
つに分れた。開放型セルを使用しているため，これ
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Fig．　3．　Analysis　of　differential　scanning　calorimetry
　　　　pattern．
　　　　F，　area　corresponding　to　the　evaporation　of
　　　　the　free　water；
　　　　B，　area　corresponding　to　the　evaporation　of
　　　　the　bound　water．
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らのピークは主として試料中の水の蒸発による吸熱
シグナルとする示差回のサーモグラみの特性（20），
から，第1ピークはMf中の比較的自由な水（自由
水），第2ピークはMfに束縛されている水（結合
水）であると判断された。そして，Fig．3に示し
たように第1ピークの頂点を示す温度を境として，
それ以下の温度域では吸熱開始点（15℃）をベース
ラインとし，それ以上の温度域では第2ピークが終
了した点をベースラインとした。また，第2ピーク
の立上りを境界線として，それより低温側を自由水
（F），高温側を結合水（B）とした。Bの面積か
らそれぞれの試料の結合水量を求め，その結果を
Table　1に示した。なお，この表には，前述の35℃
で加熱してMf　Ca－ATPaseの失活を経時的に測定
して求めた々Dも併せて示した。この結果を総括す
ると，酸性アミノ酸添加系のうち，特にNa－Asp
系やNa－Glu系の結合水量は，対照や他のアミ’ノ
酸を添加した系に比べて多く，逆にleDは非常に小
さかった。また，Na－Asp系とNa－Glu系の両者
を比べると，後者の結合水量がわずかに多く，leD
は小さかった。Asp（NH　2）系やGlu（NH　2）系
の結合水量も対照に比べて多く，leDは小さかった。
塩基性アミノ酸添加系のうちOrn系やLys系の結
合水量は対照に比べて多く，々Dは小さかった。ま
た，Cit系やHis系の結合水量及びleD・は対照と近似
したが，Arg系では，結合水量は対照とほぼ同じ値
を示すものの，々Dは大きな値を示した。中性アミ
ノ酸添加系のうちGly，　Ala，　Ser，　Thr，　Pro，　Hypro
の各面の結合水量は，対照に比べて多く，逆にleD
は小さい値となった。しかし，他の中性アミノ酸（8
種）添加系の結合水量は対照と近似したが，そのう
ち：Leu，11eu，　Phe，　Trpの各系の々Dは対照に比べて
大きな値を示した。
　以上のように，Mf中の結合水量は添加したアミ
ノ酸の種類により相違がみられるが，概ね結合水量
の多い系は，々Dが小さいという結果を得た。この
ことから，Mfの加熱におけるアミノ酸の変性抑制
効果は，Mf周囲の結合水量を高めるアミノ酸ほど
大きいことが認められた。
考　　察
Mfの加熱変性に及ぼすアミノ酸の変性抑制効果
は，酸性アミノ酸のNa－AspやNa－Gluが顕著で
あり，次いで，酸性アミノ酸のAsp（NH　2），　Glu
（NH　2），塩基性アミノ酸のOrn，　Lys，中性アミノ
酸のGly，　Ala，　Ser，　Thr，　Pro，　Hyproであった。一
方，アミノ酸添加Mf系の結合水量は，概ね変性抑
制効果の大きいものほど多い。即ち，変性抑制効果
の大きいアミノ酸ほどMf周囲の水を構造化する度
合が大きいことが認められた。また，Arg，　Leu，　Il－
eu，　Phe，　Trpを添加したMf系では，加熱に伴って
変性が促進されているが，これらの系中の結合水量
は対照とほぼ同程度を示しており，このことについ
ては十分に説明することができない。
　アミノ酸添加Mf系中の結合水量は，アミノ酸の
化学構造と深いかかわりがあり，構造中の親水基や
それらの結合位置などが関係していることが考えら
れる。即ち，一COOH基を2個有するNa－Aspや
Na－Gluを添加したMf系の結合水量は，それを1
個有するアミノ酸を添加したMf系より非常に高い
値を示している。また，この両アミノ酸を比べると，
Na－Gluを添加したMf系の結合水量はNa－Asp
のそれよりも多く，一Naの一COOH基への結合位
置（Na　一　Aspはα位，　Na－Gluはγ位）あるいはア
ルキル基の炭素数が関係していると考えられる。ま
た，β位あるいはγ位の一COOH基に一NH　2基が結
合したAsp（NH　2）あるいはGlu（NH　2）を添加した
Mf系の結合水量は，対照に比べてわずかに高い値
を示しているが，Na－AspやNa－Gluを添加した
Mf系に比べて低い。また，一NH　2基を2個有する
塩基性アミノ酸では，OrnやLysを添加したMf系
の結合水量は，対照に比べてわずかに多いが，Arg，
CitやH：isを添加したMf系の結合水量は対照とほ
ぼ同程度であることから，一NH　2基の結合水量の
多寡に及ぼす効果は，一NH　2が結合している炭素
鎖あるいは配位基などによるものと考えられる。な
お，一COOH基と一NH　2基をそれぞれ1個有する
中性アミノ酸では，炭素鎖の短い，Gly，　Ala，　Ser
を添加したMf系の結合水量は，ほぼ同程度の値を
示し，対照に比べてわずかに多い。さらに中性アミ
ノ酸の一〇H基の影響についてみると，SerはAla
のβ位の炭素に結合している一Hが一〇H：基で置換
された構造であるが，Serを添加したMf系の結合
水量はAlaのそれに比べて少ない。他方，　Thrは
Valのβ位の炭素に結合している一CH　3基が一〇H
基で置換された構造であるが，Thrを添加したMf
系の結合水量はValのそれに比べて多く，一〇H基
の結合水量に及ぼす効果は区々であった。また，Thr
はSerのβ位の炭素に結合している一Hが一CH　3
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Table　1． The　amount　of　bound　water　in　myofibrils　and　the　rate　constant　（leD）　for　inactivation　of　myofibrillar
Ca－ATPase　at　350C　in　the　presence　of　amino　acids
System
Bound　water
（g／lOO　g’　of
myofibrils）
leDxlO5
（sec－1）
Contro1 2．7 6．4
Monoamino　dicarboxylic　acid　（Acidic　amino　acid）
Na－Asp
Na－Glu
Asp　（NH　2）
Glu　（NH　2）
0
0
0
ゾ
ー
■
4
疏
U
7
」
4
5
3
0
0
7
8
り
乙
9
白
【
U
5
Diamino　Monocarboxylic　acid　（Basic　amino　acid）
Orn
Lys
Arg
cit
His
1
5
9
0
ヲ
O
J
〔
」
4
り
盈
り
4
り
白
＝
U
4
7
－
1
侵
4
4
民
」
8
農
U
£
UMonoamino　monocarboxylic　acid　（Neutral　amino　acid）
Gly
Ala
Ser
Thr
Val
Leu
Ileu
Phe
Tyr
Trp
Pro
Hypro
Cys
Met
4．7
5．3
4．1
4．3
2．6
2．7
2．4
2．6
2．7
2．　6
4．　6
5．3
2．4
2．　7
1
4
4
4
8
2
7
4
6
0
7
8
5
8
5
4
5
5
6
7
7
8
6
0
5
5
6
6
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
The　added　amount　of　amino　acid　was　O．　2　mol　to　1　kg　of　myofibrils　（water　content，　90．　4　PO60）．　The　amount　of　bound
water　in　myofibrils　was　obtained　from　differential　scanning　calorimetry　shown　as　in　Fig．　2　and　3　．　The　data
shown　in　Fig．　1　was　used　to　caluculate　the　kD　values　for　myofibrillar　Ca－ATPase　at　35℃．
基で置換された構造であるが，Thrを添加したMf
系の結合水量はSerのそれに比べて少なく，一〇H
基の寄与には同一炭素に結合する基などによって相
違がみられる。中性アミノ酸の複素環の影響につい
てみると，Tryを添加したMf系の結合水量は対照
とほぼ同じであるが，ProやHyproのそれは対照に
比べて多く，複素環の構造による相違がみられる。
また，芳香環を含むPheやTyr並びに一SH基を含
むMetやCysを添加したMf系の結合水量は，対照
とほぼ同じ値を示し，効果が認められていない。以
上のように，結合水量はアミノ酸の構造中の親水基
の種類，数あるいは炭素鎖の長短などに強く影響を
受けることが認められた（21）。
　Mfの加熱変性に及ぼすアミノ酸の影響について
は，大泉ら（12，15）がマサバMfの懸濁液につい
て検討し，酸性アミノ酸及び数種の中性アミノ酸に
変性抑制効果を認めており，本実験結果もそれとほ
ぼ一致がみられる。また，Mfの加熱変性に対する
これらのアミノ酸の変性抑制機構については，これ
らが水に溶解することによって溶媒（水）の構造と性
質が変化し，その結果としてMfの変性の度合にも
影響がおよぶことによるものと推定されているが，
本実験結果はこのことを実験的に支持するものであ
った。しかし，大泉ら（12，15）が塩基性アミノ酸
のすべてが変性を促進させることを報告しているの
に対し，本実験ではOrnとL，ysに変性抑制効果が
みられた。この原因については十分に言及すること
はできないが，1つの原因として，Mfの加熱状態
（Mfの懸濁液とすり身の状態）の差異によるのか
もしれない。
22 野崎・田端：アミノ酸添加魚類筋原繊維の水の状態と温度安定性との関連性
　加熱によるタンパク質の変性は，タンパク質が高
温にさらされるに従い，水素結合が不安定となるこ
とにより水分子の撹乱がおこり，その結果，疎水結
合がこわれること並びにタンパク質分子内の水素結
合の不安定さが増大することによって，タンパク質
の高次構造が変化するためと考えられている（22）。
また，変性抑制物質についての検討ではないが，逢
坂ら（23，24）はラット皮肉の浮腫組織あるいは豚
の異常肉（ふけ肉）中の水の状態を，高温域におけ
る熱分析（15～140℃うによって検討し，これらの
組織では，正常肉に比べ結合水量が少ないことを報
告している。このことは，タンパク質周囲の水，即
ち，結合水がタンパク質の安定性に寄与しているこ
とをうかがわせるものである。本実験結果が示すよ
うに，結合水量と変性の程度とは関連性を有するこ
とから，Mfの加熱における変性抑制には，アミノ
酸によるMf周囲の水の構造化（Water　structure
making）（25，26）が重要な因子となっていること
が示唆された。
　本研究を遂行するに当り種々の御教示，御討議を
頂いた北海道大学水産学部活秋場．稔教授，信濃晴
雄教授，木村　昇氏，猪上徳雄博士並びtlc　MICa－ATPase
活性の測定について御助言を頂いた同学部新井健一
助教授に謝意を表わします。
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